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摘要 :【 目的 】 利 用 昆虫 细胞 Bac-to-Bac 杆 状 病毒 表达 系统 表达 血小板 源 性 生长 因子 受 体 B (PDGFRB) 链 膜 外 区 与 人 
IgG Fe 片段 的 可 溶性 受 体 融 合 蛋 白 sPDGFRB/Fe, 并 检测 重组 蛋白 的 特异 性 和 生物 活性 。【 方 法】 采用 Bac-to-Bac 系 
统 , 构建 重组 转移 质粒 pFastbac-sPDGFRB/Fc, 转化 到 售 穿 梭 载体 Bacmid 的 感受 态 细胞 DH10Bac 中 , 使 目的 基因 与 
杆 状 病毒 基因 组 DNA 发 生 位 点 特异 性 重组 , 获得 重组 病毒 DNA, 将 其 通过 脂 质 体 转 染 昆虫 细胞 SB 获得 重组 病毒 。 
将 该 重组 病毒 感染 S89 无 血清 细胞 系 , 在 SP 细胞 中 表达 sPDGFRB/Fe, 对 表达 产物 进行 Western blotting 检测 和 
Protein A 亲 合 层 析 纯化 , 并 进一步 通过 MTT 法 检测 获得 的 重组 蛋白 生物 学 活性 。 【结果 】 重 组 病毒 感染 S89 细胞 后 ， 
经 Western blotting 分 析 , 能 检测 到 一 条 分 子 量 约 为 97 kDa 的 特异 性 条 带 , 与 目的 蛋白 大 小 相符 。 通 过 Protein A 亲 和 
层 析 , 获得 了 纯度 达 75% 以 上 , 表达 量 为 1 ug/mL 细胞 培养 上 清 的 重组 融合 重 日 ，MIT 结果 显示 该 重组 融合 人 蛋 日 
sPDGFRB/Fc 具有 抑制 PDGF 刺激 的 Balb/c 3T3 细胞 增殖 的 能 力 。[【 结论 ] 具 有 生物 活性 的 重组 可 溶性 受 体 融合 蛋白 
sPDCFRQ/Fec 可 在 昆虫 细胞 中 成 功 地 得 到 表达 。 
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Expression of recombinant human soluble platelet-derived growth factor 


receptor Beta/Fc chimera in insect cell Sf9 

XIE Qiu-Ling^'* , LIU Lan'^ , LIU Xiu-Gui' ^ , ZHANG Ling ^ , XU Li-Hui ^, HONG An'^(1. Institute 
of Bioengineering, Jinan University, Guangzhou 510632, China; 2. Guangdong Province Key Laboratory of 
Bioengineering Medicine, Guangzhou 510632, China) 

Abstract. [ Aim] Bac-to-Bac baculovirus expression system was used to obtain a soluble fusion protein 
sPDGFR/Fc, combining the extracellular domain of PDGFR B chain and the Fc region of human IgG in 
insect cells Sf9, and the specificity and bioactivity of the recombinant protein are detected. [Methods] The 
gene sPDGFRB/Fc was cloned into a transfer vector pFastBac to form the recombinant donor plasmid 
pFastbac-sPDGFRG/Fc, which was transformed into Escherichia coli DHlOBac. By transposition, 
sPDGFRB/ Fc gene was integrated into Bacmid, and a recombinant shuttle vector rBacmid-sPDGFRG/ Fc 
was constructed. Then the rBacmid-sPDGFR8/Fc recombinant genome DNA was used to transfect Sf9 
mediated by lipidbody, and the recombinant baculovirus rBacmid-sPDGFR8/Fc was obtained, which was 
further used to infect the serum-free cell Sf9 to express sPDGFRQ/Fc. Then the recombinant protein was 
purified with Protein A chromatography and analyzed by Western blotting and MTT assay. [ Results] 
Western blotting analysis showed a specific band about 97 kDa, consistent with the target protein, 7596 
pure sPDGFRQ/Fc was obtained by using Protein A chromatography with a yield of 1 pg/mL culture 
medium, which was confirmed to be able to inhibit PDGF-induced proliferation of Balb/c 3T3 cell. 
[Conclusion] The recombinant protein sPDGFRQ/Fec with activity of inhibiting PDGF-induced cell 
proliferation can be successfully expressed in insect cell. 

Key words. Platelet-derived growth factor receptor ( PDGFR ) ; baculovirus expression vector system 
(BEVS) ; insect cell; recombinant protein; MTT assay 
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Whit KN F (platelet derived. growth 
factor, PDGF) 是 由 血小板 、 单 核 /巨星 细胞 、 内 皮 
细胞 、 血 管 平滑 肌 细 胞 、 肾 小 球 系 、 腊 细胞、 纤维 
母 细胞 等 产生 的 多 上 肽 生长 因子 , 具有 促进 细胞 增 
殖 、 细 胞 趋 化 以 及 血管 收缩 等 生物 学 效应 。 对 过 表 
达 PDGF 的 转基因 小 鼠 的 研究 发 现 ，PDGCF 在 许多 
不 同 器 官 中 诱发 病理 性 细胞 增生 , 参与 多 种 疾病 的 
发 生 及 发 展 过 程 (Michelle, 2004) , 包括 恶性 肿瘤 、 
慢性 炎症 、 动 脉 嘴 样 硬化 以 及 血管 成 形 术 和 相关 手 
术 后 引起 的 血管 再 狭 罕 (Leppiinen et al., 2000), 
PDGF 作用 的 发 挥 依赖 于 与 受 体 的 结合 ，PDCF K 
其 受 体 构成 的 信号 通路 的 持久 稳定 是 多 数 肿瘤 细胞 
存活 必 不 可 少 的 (Alexander，2004; Wang et al., 
2007) 。 并 且 最 新 的 研究 表明 , PDGF 等 淋巴 生成 因 
子 促进 肿瘤 细胞 回 周围 组 织 冀 官 的 浸润 , 同时 也 能 
促进 肿瘤 细胞 通过 淋巴 系统 扩散 到 刁 体 的 各 顺 官 组 
2H ( Cao et al., 2004; Cao, 2005; Achen and Stacker, 
2006) , 因此 PDGF 作为 淤 在 的 治疗 肿瘤 的 分 子 靶 
标 , 各 国都 投入 大 量 的 经 费 , 希望 能 研究 出 新 型 
的 、 特 异性 强 的 、 具 有 市 场 应 用 前 景 的 PDGF fii 
抗 剂 。 

目前 针对 PDGE/PDGFR 的 持 抗 剂 主要 有 3 种 : 
PDGFR 的 单 克 隆 抗体 (McAb), 但 日 前 绝 大 多 数 
McAb 是 鼠 源 性 抗体 ,临床 重复 给 药 时 易 引 起 人 体 
的 免疫 反应 ; 酷 氨 酸 激 酶 的 特异 性 抑制 剂 , 但 这 类 
药物 最 显著 的 缺点 是 特异 差 , ZHABLPS LER S4 UNE T 
日 激酶 的 正常 功能 会 受到 干扰 。 而 可 溶性 受 体 因 具 
有 特异 性 强 、 高 亲和力 、 低 免疫 原 性 、 副 作用 少 等 
优点 在 国内 外 得 到 了 广泛 的 研究 , 它 是 完整 的 受 体 
在 某 一 位 点 分 解 而 从 膜 上 脱落 或 受 体 基因 转录 不 同 
的 mRNA 剪接 子 而 产生 的 , 被 认为 是 正常 受 体 的 持 
抗 剂 。 可 溶性 血小板 源 性 生长 因子 受 体 ( soluble 
platelet-derived growth factor receptor, sPDGFR ) 可 与 
细胞 膜 表 面 的 血小板 源 性 生长 因子 受 体 ( platelet- 
derived growth factor receptor，PDGFR ) 竞争 性 结合 
PDGF, 从 而 阻 断 PDGF 的 生物 学 效应 , 而 有 望 用 于 
肿瘤 的 治疗 。 天 然 的 sPDGFR 存在 看 半 袁 期 短 、 与 
配 体 结合 能 力 低 等 缺点 而 使 其 开发 应 用 受到 了 极 大 
限制 , 因而 本 研究 利用 基因 工程 技术 , 构建 PDGFR 
p 膜 外 区 与 人 IgG Fe 片段 的 融合 借 日 sPDGFRB/ 
Fc, 并 使 其 在 杆 状 病毒 表达 系统 中 表达 , 不仅 能 有 
效 地 克服 天 然 可 洲 性 受 体 的 缺陷 , 还 能 得 到 大 量具 
有 生物 活性 的 重组 重 日 ,为 针对 PDGF 持 抗 剂 的 可 
溶性 受 体 药物 开发 莫 定 一 定 的 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 细胞 株 和 质粒 : E. coli DH5a WA Promega 公 
HJ, E. coli DH10Bac 和 质粒 pFastbac 由 广州 健康 研究 
院 吴 道 贫 老师 赠送 。S8 昆虫 细胞 和 质粒 p sPDGFRG/ 
Fc 由 瑞典 卡 罗 琳 斯 卡 医学 院 微生物 和 肿瘤 研究 中 心 曹 
义 海 教授 赠送 ; 3T3 细胞 由 本 所 实验 室 保存 。 

1.1.2 主要 试剂 : 构建 重组 病毒 主要 用 酶 Sal I ; 
EcoR | ; LA-taq; rTaq; T4 Ligase 等 购 目 TaKaRa 公 
司 , 质粒 小 提 试 剂 盒 购 目 新 长 江 公 司 , 质粒 切 胶 回 
收 试剂 盒 购 目 OMEGA 公司 转 染 试剂 
( cellfectinreagent) ~ Grace’ s 培养 基 、 无 血清 昆虫 培 
养 基 Sf900 I 等 为 Invitrogen 公司 产品 。Anti-human 
IgG (Fe SPECIFIC) PEROXIDASE CONJUGATE, X- 
gal, Ampicilin Na, IPTG 为 Sigma 公司 产品 ，PVDF 
REI] E] Bio-Rad, 标记 HRP Æp BR — 9005) El Jm Es] 
公司 , 其 他 常规 试剂 为 国产 分 析 纯 。 

1.2 方法 

1.2.1 重组 杆 状 病毒 转移 载体 pFastbac-sPDGFRB/ 
Fc 的 构建 和 鉴定 : 以 曹 义 海 教 授 赠 送 的 质粒 
psPDGFRB/ Fc 为 模板 进 PCR 反应 , 设计 引物 如 下 : 
Eif5| 9 pb5: 5'- « GGAATTCC * GCCGCCACCATG 
CGGCTTCCGGGTGCGATGCCA-3'; F XF 5| Ej pb3: 
5'-CAACAACGCACAGAATCTAGC-3', pb5 5| £g & 
有 EcoR I 酶 切 位 点 ( * GGAATTCC * ) ,其 中 * 标 
记 的 是 保护 碱 基 和 能 提高 真 核 转录 效率 的 kozak FE 
列 GCCGCCACC, 利用 该 对 引物 扩 增 出 来 的 PCR 产 
WEA Sal I 酶 切 位 点 ， 因 此 我 们 在 设计 下 游 引 物 
pb3 时 没有 引入 该 酶 切 位 点 。PCR 反应 完成 后 , E 
泳 鉴 定 并 切 胶 回收 纯化 目的 片段 , 得 到 的 纯化 产物 
用 EcoR | 和 Sal 工 进行 双 酶 切 , 与 经 同样 纯化 并 双 
酶 切 处 理 的 pFastbac Ju Er, 160 连接 过 夜 , 连接 产 
物 转化 DH5a 感受 态 细 胞 , 得 到 转移 载体 
pFastbac-sPDGFRB/ FC, 

1.2.2 重组 杆 状 病毒 穿 检 载体 rBacmid-sPDGFRG/ 
Fc 的 构建 和 鉴定 : 将 得 到 的 重组 质粒 pFastbac- 
sPDGFRB/ Fc 转化 E. coli DH10Bac 感受 态 细 胞 ( 含 
有 经 修饰 的 杆 状 病毒 Bacmid) ,在 含有 IPTG, X- 
sal、 卡 那 霉 素 、 庆 大 霉 素 及 四 环 素 的 平板 上 进行 2 
轮 筛选 , 挑 取 发 生 转 座 作 用 生成 的 日 色 菌 落 , 扩大 
培养 后 提取 重组 病毒 rBaemid-sPDGFRG/Fc DNA, 
并 以 重组 病毒 DNA 为 模板 ,重组 病毒 上 的 特异 性 引 
物 : MI3F; 5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3'; M13R : 
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5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3', 进行 PCR 扩 增 鉴定 
和 EcoR I FI Sal 双 酶 切 鉴 定 。 

1.2.3 重组 杆 状 病毒 的 获得 : 将 纯化 的 重组 病毒 
rBacmid-sPDGFRB/Fc DNA 转 染 SS 细胞 , 在 6 孔 板 
上 每 孔 种 植 SO 细胞 9 x10 个，Grace 培养 基 2 mL, 
27 人 培养 至 少 1 h ,使 细胞 贴 壁 ， 然 后 重组 宅 梭 载 
体 经 CellFECTIN Reagent 介 导 转 染 SS 细胞 ，27% 
培养 5 h 后 移 走 转 染 混合 液 ， 每 筷 重 新 加 入 2 mL 
无 血清 昆虫 细胞 培养 基 S900 II SFM, 27%C 继续 培 
JE, 密切 观察 细胞 形态 变化 , 待 细 胞 发 生病 毒 感染 
变化 时 ( 约 72 h), 离心 收集 含 重组 病毒 的 细胞 培养 
上 清 液 ， 即 获得 重组 杆 状 病毒 。 

1.2.4 重组 蛋白 sPDGFRB/Fc 的 Western blotting 
检测 : 取 上 述 适 量 重组 病毒 感染 无 血清 培养 基 
Sf900 II SFM 培养 的 SS 细胞 , 27% 培养 至 细胞 发 生 
病变 时 ( 约 72 h), 离心 收集 细胞 培养 液 上 清 , AR 
感染 重组 病毒 的 细胞 培养 液 上 清 作 对 照 ， 进 行 
SDS-PAGE 电泳 , 电泳 完成 后 将 凝 胶 中 的 重 日 转移 
到 PVDF IR E, TZ Western blotting 常规 操作 依次 进 
行 封闭 (3% BSA + PBS), El TE 1 h, 洗涤 
(0.196 Tween 20-PBS)3 次 ;然后 与 一 抗 Fe 抗体 
( Anti-human IgG PEROXIDASE CONJUGATE ) 稀释 
W 1:3 000 室温 下 孵育 2 h; 洗涤 4 次 ; 再 与 标记 
HRP 的 手 抗 鼠 二 抗 稀释 液 1:1 000 室温 下 反应 1 h， 
再 洗涤 4 次 ;最 后 按照 试剂 盒 的 操作 说 明 加 入 DAB 
显 色 液 (3 mL H,O +75 uL DAB +50 uL H,0,) ,在 
室温 下 慢 揪 直至 显 色 。 

1.2.5 重组 蛋白 sPDGFRQ/Fc 的 Protein A 纯化 : 再 
次 取 适 量 重组 病毒 感染 无 血清 培养 的 SS 细胞 ,72 h 
后 , 4 离心 收集 含有 目的 重 日 的 细胞 培养 液 上 清 , 然 
后 将 收集 到 的 上 清 在 杀 和 层 析 平衡 溶液 中 透析 过 夜 ; 
透析 后 的 上 清 液 以 1 m/min 的 速度 上 样 Protein A 层 
析 柱 (已 用 亲 和 层 析 平 衡 溶液 以 3 m/min 的 速度 平衡 
好 ) ;然后 用 Binding buffer 以 3 mL/min 速度 清洗 非特 
异性 结合 的 杂 代 白 ;最 后 用 Elution buffer 以 3 mL/min 
速度 洗 脱 并 收集 目的 蛋 晶 sPDGFRG/Fc, 并 用 SDS- 
PAGE 电泳 鉴定 蛋 日 纯度 。 

1.2.6 重组 蛋白 sPDGFRB/Fc 生物 活性 的 MTT 法 
检测 : 将 对 数 生长 期 的 3T3 细胞 , T 5 x 10^ 个 /mL 
的 密度 分 别 加 入 到 4 块 9 和 孔 细胞 培养 板 中 ,每 筷 
100 nL, 培养 24 h 后 ;更 换 成 1% 小 牛 血 清 的 DMEM 
培养 基 继 续 培 养 24 h 使 细胞 同步 化 ;然后 在 细胞 培 
养 板 上 分 别 加 入 PDGF, PDGF: PDGFR/Fce = 1:1、 
PDGF: PDGFR/Fe =1:4 的 溶液 ,以 及 不 加 任何 细胞 


因子 的 完全 培养 基 作 为 对 照 , 诱导 培养 48 h; HL 
入 浓度 为 ] mg/mL 的 MTT 50 uL, 与 细胞 结合 4 - 5h 
后 , 吸出 含 MIT 的 培养 基 , 每 筷 加 入 100 pL 酸性 异 
AR, 振荡 1 ~20 min, 570 nm 与 630 nm 双 波 长 测定 
吸光 值 , 并 以 不 含 细胞 因子 的 完全 培养 基 的 吸光 值 
HE, 绘制 相关 曲线 , 确定 促 细胞 生长 活性 。 


2 fm 


2.1 重组 转移 载体 pFastba-sPDGFRp/ Fc 的 构建 
以 质粒 psPDGFRG/Fc 为 模板 , 进行 PCR 扩 增 ， 
经 琼脂 糖 疼 胶 电 泳 检测 得 到 约 2.3 kb 的 DNA 片段 (图 
1), 与 预期 目的 基因 sPDGFRB/Fc 2.3 kb 大 小 吻合 。 
将 经 纯化 、 酶 切 的 基因 sPDGFRG/Fc 与 经 同样 处 理 的 
载体 pFastbac 质粒 连接 后 转化 感受 态 和 宿主 E. coli 
DH5a, 挑 取 阳 性 菌落 进行 KcoR I 和 Sal I 双 酶 切 鉴定 ， 
电泳 可 以 观察 到 约 4.7 kb 的 线性 化 质粒 pFastbac 和 
2.3 kb 的 sPDGFRB/Fc 扩 增 条 带 (图 2), 表明 
sPDGFRB/ Fc 基因 成 功 插 入 载体 pFastbac 质粒 中 。 


bp M 1 


23 130 


9 416 
6 557 


4361 2 300 bp 


2 322 
2 027 





图 1 sPDGFRB/Fe 基因 的 扩 增 
Fig. 1 Amplification of sSPDGFRB/Fc gene 
M: DNA 标准 分 子 量 ADNA/Hind lll DNA molecular weight marker 
ADNA/ Hind II; 1; PCR 产物 PCR product. 


bp M 1 2 3 





图 2 pFastbac-sPDGFRB/ Fc 重组 质粒 的 鉴定 
Fig. 2 Identification of recombinant plasmid pFastbac-sPDGFRO/ Fc 
M: DNA 标准 分 子 量 ADNA/Hind lll DNA molecular weight marker 
ADNA/Hind lll; 1 -2; 重组 质粒 pFastbac-sPDGFRB/ Fc recombinant 
plasmid pFastbac-sPDGFRB/ Fc; 3; pFastbac-sPDGFRB/Fc 用 EcoR I 
和 Sal 工 双 酶 切 Recombinant plasmid pFastbac-sPDGFB/Fc digested 
with EcoR. | and Sal 工 . 
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2.2 重组 穿梭 载体 rBacmid-sPDGFRB/Fc 的 构建 
将 重组 转移 质粒 pFastbac-sPDGFRB/ Fe 转化 
DH10Bac， 筛 选 出 发 生 转 座 的 日 色 菌 落 扩 大 培养 后 
提取 重组 病毒 DNA, 并 以 重组 病毒 DNA 为 模板 ， 
重组 病毒 上 特异 性 上 下 游 引 物 M13F，M13R 进行 
PCR PH, 结果 得 到 1 条 5 kb 左右 的 条 市 (图 3)， 
与 预期 的 sPDGFRB/Fc 片段 2.3 kb 加 上 发 生 转 座 
的 pFastbac 的 片段 大 小 一 致 ,表明 sPDGFRB/ Fc 基 
因 片 段 已 转 座 到 Bacmid E, H EcoR. ERI Sal I XX 
酶 切 验 证 , 2.3 kb 处 有 条 上 融 出 现 ,进一步 说 明了 
sPDGFRB/ Fc 基因 已 克隆 至 Bacmid 上 (图 3)。 


bp M 1 2 


<— 5 000 bp 
2 300 bp 





图 3 rBacmid-sPDGFRB/Fc 的 鉴定 
Fig. 3 Identification of rBacmid-sPDGFRB/ Fc 
M: DNA 标准 分 子 量 ADNA/Hind Ill (DNA molecular weight marker 
ADNA/ Hind lll) ; 1: PCR 4r rBaemid-sPDGFRG/ Fc ( PCR analysis of 
rBaemid-sPDGFRB/Fc) ; 2, PCR 产物 用 EcoR 1 和 Sal I XX BJ 
( PCR product digested with EcoR Į and Sal I). 


2.3 重组 杆 状 病 毒 的 获得 

将 重组 病毒 DNA 转 染 S89 细胞 , 可 见 被 转 染 的 
SO 细胞 出 现 如 下 病毒 感染 现象 : 转 染 后 24 h, 28 
胞 体积 逐渐 增 大 约 25% ~50% , 尤其 是 细胞 核 增 大 
明显 ; 转 染 后 48 hn， 细胞 明显 停止 生长 ， 胞 浆 内 出 
现 较 多 赛 泡 、 上 颗粒 ; 转 染 后 72 h, 细胞 开始 从 培养 
板 上 脱落 , 坏死 , 证 明 重组 病毒 DNA 成 功 转 染 SO 
(图 4), 并 获得 重组 杆 状 病毒 。 
2.4 Western blotting 检测 sSPDGFRB/Fc 的 表达 

取 适 量 重组 病毒 感染 无 血清 培养 的 SS 细胞 ， 
72 h 后 离心 收集 细胞 培养 液 上 清 , 以 未 感染 病毒 的 
细胞 培养 上 清 作 对 照 , 用 Fe 抗体 进行 Western 
blotting 检测 ， 对照 组 没有 检测 到 目的 蛋白 的 表达 ， 
而 感染 了 病毒 的 细胞 培养 上 清 在 97 与 40 kDa 处 各 
有 一 条 带 ( 图 5), sPDGFRB/Fe 是 一 个 分 子 量 的 为 
88 kDa 昌 含 有 数 个 糖 基 化 位 点 的 可 溶性 受 体 融合 
EHA, 而 杆 状 病毒 表达 系统 具备 和 蛋 日 质 翻译 后 加 工 
和 修饰 能 力 , 因此 我 们 推断 97 kDa 处 为 sPDCFRB/ 
Fc 糖 基 化 后 的 蛋白 ,而 约 40 kDa 处 的 条 带 可 能 是 
sPDGFRB/ Fe 降解 后 的 Fe 片段 。Western blotting 4 
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果 证 明 我 们 构建 的 重组 病毒 正确 且 目 的 重 白 在 昆虫 
细胞 





图 4 感染 病毒 96 h 内 SO 细胞 形态 比较 
Fig. 4 Morphological comparison of Sf9 cell infected 
with Bacmid-sPDGFRQ/Fc in 96h 
A: 感染 24 h (Infected for 24 h) ; B; 感染 48 h ( Infected for 48 h); 
C: 


4. 


感染 96 h ( Infected for 96 h) ; D; 未 感染 ( Normal Sf9 cell). 
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Fig. S$ Western blotting analysis of the expression 
of sPDGFR£/ Fc in S9 cells 
1; 未 感染 重组 病毒 的 细胞 培养 上 清 Culture medium of normal S9 
cells; 2; 感染 重组 病毒 的 细胞 培养 上 清 Culture medium of Sf9 cells 
infected with Bacmid-sPDGFRQ/Fe; M: 和 蛋白 分 子 量 标准 Protein 


marker. 


2.5 sPDGFR[fy/Fc 蛋白 的 Protein A 亲 和 层 析 

用 无 血清 培养 基 培 养 SS 细胞 , 在 对 数 生 长 期 
时 进行 重组 病毒 的 感染 , 72 h 后 收集 培养 上 清 , K 
用 Protein A 类 和 层 析 纯 化 蛋白 , 经 Elution buffer 7t 
Wi, 可 见 洗 脱 峰 B( 图 6)。 收 集 洗 脱 峰 进行 电泳 ， 
在 97 kDa 处 有 一 条 带 ( 图 7)。 纯 化 后 目的 蛋白 纯 
度 达到 75% 以 上 , 经 蛋 日 定量 测 得 昆虫 细胞 表达 的 
日 的 重 日 量 约 为 1 pg/mL 培养 上 清 。 


7 期 谢 秋 玲 等 : 重组 人 可 溶性 PDGFRB/Fc 在 昆虫 细胞 SS 中 的 表达 747 
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图 6 Protein A 亲 合 层 析 纯化 sPDGFRB/Fe 


Fig. 6 sPDGFRB/Fc purified with Protein A chromatography 


A: 穿 透 峰 Flowthrough peak; B: 洗 脱 峰 Eluting peak. 
(M 1 kDa 





图 7  sPDGFRB/Fe 和 蛋白 纯化 后 SDS-PAGE 电泳 图 
Fig. 7 The SDS-PAGE identification of pure sSPDGFRB/Fc 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein marker; 1; 纯化 后 sPDGFRB/Fe 蛋白 
Pure protein sPDGFRB/Fc. 


2.6 sPDGFR[( Fc 蛋白 的 MTT 法 活性 分 析 

以 PDGF 刺激 的 Balb/c 3T3 细胞 增殖 为 对 照 ， 
分 别 设置 PDGF: sPDGFRBZFe 摩尔 数 比 分 别 为 1: 1, 
1:4 两 个 实验 组 , 结果 显示 两 个 实验 组 PDGF 促 细 
胞 增殖 的 能 力 分 别 为 对 照 组 的 18. 696 和 8.6% , 说 
BH sPDGFRB/Fc 具有 抑制 PDGF 诱导 的 促 细 胞 增殖 
的 能 力 ( 图 8) 。 
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图 8 MTT 法 检测 重组 蛋白 sPDGFRB IFC 的 活性 
Fig. 8 Detection of the activity of sPDGFRB/Fc by MTT assay 
1: PDGF; 2; PDGF: sPDGFRQ/Fec 21:1; 3; PDGEPDGFRf//Fc -1:4. 


3 讨论 


可 游 性 受 体 在 人 体内 广泛 存在 并 具有 某 种 特定 
的 生理 意义 , 被 认为 是 配 体 与 正常 受 体 结合 的 抑制 
剂 。 可 溶性 受 体 可 与 配 体 结合 从 而 竞争 性 抑制 了 配 
体 与 腊 上 受 体 的 结合 , 可 溶性 受 体 也 可 与 完整 的 受 
体 结 合 从 而 阻 断 了 完整 受 体 正常 二 聚 体 的 形成 。 如 


有 人 研究 表明 ,晚期 卵巢 郑 患 者 血清 中 可 溶性 EGFR 
含量 明显 低 于 正常 (Baron et al., 2003) ;一 种 分 子 量 
为 110 kDa 的 sEGFR 通过 基因 转 染 肿瘤 细胞 发 现 
有 抑制 肿瘤 细胞 增殖 的 作用 ,被 称 为 Dominant 
Negative EGFR ( Xie et al., 1997) 。 瑞 典 Krolinska 
Institutet 的 曹 义 海 教 授 人 研究 显示 可 溶性 受 体 
VEGFR3 可 以 部 分 抑制 肝 细 胞 生长 因子 诱导 的 淋巴 
管 生 成 ( Alitalo et al., 2005) 。 同 样 , 将 PDGFR 的 
胞 外 段 基因 在 CHO 细胞 中 表达 ,获得 的 重组 重 日 
可 以 抑制 正常 PDGFR 与 PDGFBB 的 结合 从 而 抑制 
了 受 体 的 激活 (Duan et al.,，1991)。 德 国 的 科学 家 
在 COSI 中 表达 获得 的 重组 PDGFRB 能 够 有 效 地 抑 
制 PDGF 引起 的 肝 星 状 细胞 中 的 信号 传导 以 及 细胞 
的 增殖 ( Cao et al., 2004) , 

因此 针对 PDGF 的 持 抗 剂 ,我 们 设计 了 新 型 的 
可 溶性 受 体 融 合 和 蛋白 sPDGFRB/Fc 即 人 PDGFRB 
的 膜 外 上 段 与 人 IgG 的 Fe 片段 重组 蛋 日 。 该 可 洲 性 
受 体 融 合 和 蛋白 的 设计 主要 基于 以 下 几 方 面 的 考虑 : 
(1) sPDGFRQ/Fc 能 获得 更 高 的 抑制 PDGF 的 活性 。 
有 实验 证 明 PDGFRB 膜 外 区 与 谷 胱 甘 肽 转移 酶 
( GST) 连接 构成 的 融合 蛋 日 比 之 不 连接 GST. 的 非 
融合 蛋 日 , 使 完整 PDGFR 与 PDGF 的 有 效 和 蛋 日 浓 
度 降 低 了 100 ~1 000 ff, 其 原因 可 能 是 GST 可 以 
引起 PDGFRB 膜 外 区 的 前 二 聚 化 (Predimerization ) 
( Leppänen et al., 2000) 。 而 抗体 Fe 内 含有 半 胱 氮 
酸 Cys, 可 在 Fc-Fc 区 内 形成 二 硫 键 , 促进 PDGFRB 
膜 外 区 的 前 二 聚 化 。(2)sPDGFRB/Fec 可 以 延长 重 
日 的 半衰期 。Fe-Fe 内 二 硫 键 的 连接 作用 使 两 个 
PDGFRB/AFC 将 形成 一 个 同 源 二 聚 体 , 类似 无 CHI 
区 和 轻 链 的 IgG1 分 子 。Fe 上 骨架 相当 于 受 体 的 跨 膜 
区 、 胞 内 区 , 能 起 稳定 PDGFRB 胞 外 区 的 作用 , 4E 
长 蛋白 的 半衰期 。(3) 利 于 后 期 纯化 。Fe Fr Bye n] 
以 作为 纯化 标签 与 Protein A 结合 , 简化 纯化 步骤 。 

sPDCFRB/Fe 是 一 个 富 合 多 对 二 硫 键 的 糖 蛋 
H, 分 子 量 大 日 需要 进行 糖 基 化 等 翻译 后 修饰 。 我 
们 选择 昆虫 细胞 杆 状 病 毒 作为 表达 系统 ,是 因为 该 
系统 是 一 种 能 大 量 表达 活性 生日 , 且 能 够 进行 重 日 
质 翻 译 后 的 加 工 和 修饰 , 较 之 哺乳 动物 表达 系统 又 
有 操作 人 简单 、 周 期 得, 昆虫 细胞 培养 简单 、 另 于 大 
规模 培养 等 优点 。 该 系统 表达 系统 常 被 用 来 表达 受 
HEB. G 和 蛋 日 相关 受 体 (Dominique，2003 ) 。 
但 本 研究 中 目的 蛋白 sPDGFRB/Fc 的 表达 量 相 对 较 
R, 下 一 步 我 们 将 进行 昆虫 细胞 培养 条 件 、 病 毒 感 
染 条 件 、 和 蛋白 表达 和 纯化 条 件 等 方面 的 优化 ， 进 一 
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步 扩 大 规模 进行 表达 , 在 提高 表达 量 和 生物 活性 的 
同时 , 进行 动物 体内 实验 ,以 验证 sPDGFRB/Fc E 
日 的 在 体内 生物 活性 和 功能 ,为 应 用 研究 开发 鞠 定 
一 定 的 基础 。 
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